OTKA nyilvéantartasi szam: K69102 ZAROJELENTES, 2011. december 30.

A KUTA,TA§I TEMA )
SZAKMAI ZAROJELENTESE

Témavezeto: Dr. Tordai Attila
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alkalmazasa rosszindulatd myeloid megbetegedésekben

A kutatds idotartama: 2007. jalius 01-t61 2011. november 30-ig.

A palyazati idoszakban elvégzett munka osszefoglalasa

Az Orszagos Gyogyintézeti Kozpont (OGYK) 2007. évi bezarasa jelentdsen megvaltoztatta a palyazat
megvalositasi feltételeit a palyazat megirdsa idején elképzelt allapothoz viszonyitva. Az OGYK
Diodszegi utcai telephelyén dolgozok 2007. szeptember 01-t61 az Orszagos Vérellatdé Szolgalatnal
keriiltek alkalmazasra. A késdbbiekben sor keriilt a Molekularis Diagnosztikai Laboratorium fizikai
atkoltoztetésére és a rendelkezésre 4ll6 teriilet jelentds csokkentésére is. A jelen projekt megvaldsitasa
szempontjabol ez a valtozds legkedvezétlenebbiil a nagy kapacitdsu éaramlasi citométerrel és
sejtszeparatorral tervezett munkdnkat érintette, amely technologia megfeleld alkalmazasara és
nemzetkdzi kozléshez elegendd adatmennyiség Osszegyljtéséhez nem volt elegendd idénk és
lehetdségiink. Szintén nehezitette a tervezett klinikai kutatasok megvalositasat, hogy a nélkiilozhetetlen
beteganyagot szolgaltato Hematologiai és Ossejttranszplantacios Osztaly az Egyesitett Szent Istvan
Szent Laszlo Korhdzba koltozott. Az emlitett kiilsé nehézségek ellenére a palyazat futamidejének végére
sikeriilt jelentds mennyiségii, szinvonalas nemzetkdzi tudomanyos koézleményt megjelentetniink sajat
szakteriiletliink, a molekuléris diagnosztika és a myeloid rendszer daganatos megbetegedései teriiletén.

I. Uj orékletes médosito tényezd kronikus myeloproliferativ szindrémdban

BCR-ABL negativ kronikus myeloproliferativ szindrémaban (CMPD) (késdbb myeloproliferativ
neoplasia [MPN] néven nevezték el ugyanezt a korképcsoportot) a 2. tipusti Janus kindz (JAK2) gén
V617F aktivaloé pontmutacié kimutatasat allitottuk be. Az CMPD-ben szenvedd betegcsoporton végzett
munka célkitiizése volt (i) a V617F mutacids statusz megismerése egy jelentds szamu CMPD-
betegcsoportban; (ii) a kiillonbozo klinikai eltérésekkel valo asszociaciok megerdsitése; (iii) a CMPD-
kialakulas esetleges Osszefliggéseinek vizsgalata a vasanyagcsere genetikai modosito tényezdivel (HFE-
C282Y, H63D, S65C, TFR-S142G). A HFE-C282Y genotipus meghatarozast 328 CMPD-betegnél ¢és
996 vérado kontrollnal, a HFE-H63D ¢és a TFR-S142G genotipizalast a CMPD-betegeknél és 171 els6
véradonal PCR-RFLP vagy Light-Cycler allél diszkriminaciés moddszerrel végeztiik. A JAK2-V617F
mutaciot a CMPD-betegeknél és 122 ismételt véradonal vizsgaltuk allél specifikus PCR-rel. A JAK2-
V617F mutacid gyakorisaga 75,9% (249/328) volt a CMPD-csoportban. A diagndézis megallapitasakor
magasabb hemoglobin (Hb) szint volt jellemz6é a V617F-pozitiv betegekre a V617F-negativ csoporthoz
képest (p<0,000). A vaszkularis szovOdmények szintén gyakoribbak voltak a V617F-pozitiv
alcsoportban (p=0,039, 26,6% vs. 15,2%). A HFE-C282Y allél frekvencia (AF+95%CI) csokkent volt a
CMPD-csoportban (1,8+1,0%) a kontrollokhoz képest (3,4+£0,8%; p=0,048). A TFR-S142G AF
ugyanakkor a V617F-negativ CMPD-alcsoportban volt csokkent (34,8+7,6%) a kontroll-csoporthoz
viszonyitva (47,8+£5,4%, p=0,02). Eredményeink alapjan a HFE-C282Y genetikai varidns védo
(protektiv) szerepet tolthet be a CMPD kialakulésa ellen, kiilondsen a V617F-pozitiv esetekben. Mivel a
krénikus vashidny vagy a latens anaemia eldsegitheti a CMPD kialakulasat, a HFE-C282Y varidns
jelenléte genetikai modositod tényezdként befolyasolhatja ezt a hatast.
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1l. A JAK2 gén 46/1 haplotipusa gyakorisaganak vizsgalata myeloproliferaty szindromakban és akut
myeloid leukémidaban

Asszociacios vizsgalatot végeztiink a 2. tipusu Janus kindz (JAK2) gén egy Ujonnan leirt genetikai
variansat (46/1 jelzésli haplotipus) illetden, amelyrdl ismertté valt, hogy kockdzati tényezo6t jelent
myeloproliferativ kérképek (MPN, korabbi nevén CMPD) kialakulasa szempontjabol. Célkitlizésiink
volt, hogy az jonnan kozolt megfigyeléseket megerdsitsiik a jelentds 1étszama, altalunk mar korabban
Osszegyljtott hazai MPN-betegcsoporton (n=334), illetve a tanulmanyt kiterjessziik egy akut myeloid
leukémiaban szenvedd betegcsoportra (n=183) is. Mindkét betegcsoportban és a kontroll csoportunkban
is 1j, altalunk kifejlesztett modszerrel végeztiik el a genotipus-meghatarozast a hajlamosité haplotipussal
(46/1) kapcsolt SNP-re (rs12343867). A 46/1 genotipus eredményeket a korabbi JAK2 V617F mutacio-
analizis eredményeivel 0sszehasonlitva a V617F-pozitiv MPN-csoportban (n=251) a 46/1 haplotipusra
jellemzd ,,C” allél emelkedett gyakorisagat észleltiik. A fenti allél-gyakorisdg a V617F-negativ MPN-
alcsoportban (n=83) is emelkedett volt, amely nem volt egyértelmii a kordbbi vizsgalatokban. Még
varatlanabb volt, hogy a kordbban a fenti Osszefliggésben egyaltalan nem vizsgalt AML-
betegcsoportban a normal karyotipusu alcsoportban (n=129) a ,,C” all¢l-gyakorisag emelkedd trend;jét
figyeltiik, és a fiatalabb életkoru alcsoportokban a ,,C” allél-frekvencia mar szignifikans mértékben volt
emelkedett. A klinikai lefolyast és a talélést elemezve az MPN-csoportban az altalunk vizsgéalt SNP CC
homozigotainal gyakrabban fordult el transzformécié myelofibrosisba, mint a CT, illetve TT
genotipus  betegeknél. Az MPN egyéb szovodményei (vaszkularis szovodmények, leukémids
transzforméacid) nem mutattak eltérést a 46/1 genotipus fliggvényében. Eredményeinkbdl arra
kovetkeztettiink, hogy a kordbbi megfigyelésekkel egyezden, a 46/1 haplotipus hajlamositd tényezot
jelent JAK2 V617F-pozitiv, illetve negativ MPN kialakuldsa szempontjabol, és els6ként vetettiik fel,
hogy hasonl6 genetikai hajlamositéd tényezdként szerepelhet normal karyotipusu AML-ben (NK-AML).
III. A JAK2 gén 46/1 haplotipus jelentosége az akut myeloid leukémia klinikai sajdatossdagainak
szempontjabol

A 2. tipust Janus kindz (JAK2) velesziiletett 46/1 haplotipusa a JAK2 V617F pozitiv és negativ
myeloproliferativ neoplasia kialakuldsara hajlamosit. Jelen vizsgélatunk célja a 46/1 haplotipus
prognosztikai szerepének vizsgalata akut myeloid leukémidban (AML). A JAK2 46/1 haplotipussal
kapcsoltan 6roklédo rs12343867 SNP-genotipizalasat végeztik el 176 AML betegnél LightCycler allél
diszkriminacids technikaval. A 46/1 haplotipus hordozé gyakorisag nem tért el a de novo és a
volt megfigyelhetd a 46/1-et nem hordozdok, mint a hordozok esetében (17,2% vs. 5,6%, p=0,018), mig a
FAB M4 és M5 morfologia gyakrabban fordult eld 46/1 hordozoknal (32,2% vs. 55,1%, p=0,003).
Magasabb remisszids rata (94,1 vs. 78,7%, p=0,064) és kevesebb remisszidban vagy apldzidban
bekovetkezett infekcids eredetli haldleset (23,5% vs. 46,8%, p=0.038) volt megfigyelheté a 46/1
haplotipust nem hordozé AML betegek csoportjaban, amely hosszabb betegségmentes és atlagos tulélést
(DFS, OS) eredményezett a 46/1 haplotipust hordozokhoz képest. NK-AML-ben a 46/1 haplotipus
fiiggetlen prognosztikai faktornak bizonyult az FLT3 internal tandem duplikacié és nukleofoszmin-1
mutacié statusz mellett [DFS HR (95%CI): 1,92 (1,09-3,37), p=0,024] és OS [HR (95%CI): 1,91 (1,09-
3,35), p=0,024]. A 46/1 haplotipus nem befolyasolta a talélést a koros kariotipusi AML csoportban. A
velesziiletett JAK2 46/1 haplotipus egy 1j, fliggetlen, rossz prognosztikai faktor lehet normal kariotipusu
AML-ben.
1V. A kronikus myeloid leukémidban kialakulo tirozin kindz inhibitor rezisztencia két fontos
mechanizmusdanak vizsgadlata

A BCR-ABL tirozin kindz domént (TKD) érintd mutaciok, valamint a Philadelphia kromoszoma
melletti addicionalis kromoszoma eltérések (ACA), rezisztenciat okozhatnak az elsé- és madsodik

2



OTKA nyilvéantartasi szam: K69102 ZAROJELENTES, 2011. december 30.

generacids tirozin kindz inhibitorokkal (TKI) szemben kronikus myeloid leukémiaban (CML) és
Philadelphia pozitiv akut limfoid leukémiaban (Ph+ ALL). 71 imatinib rezisztens CML ¢és 6 Ph+ ALL
betegnél végeztiink mutacid analizist direkt szekvendldssal, illetve citogenetikai vizsgélatot
kariotipizalassal. Tizenot kiilonb6z6 BCR-ABL TKD mutacidt azonositottunk 27/77 (35%) imatinib
rezisztens betegben. Kronikus fazist CML-ben a betegek 25%-anal (12/47), akceleralt fazisban 33%-
ban (5/15), blasztos fazisban 71%-ban (5/7), mig ALL-ben 100%-ban taldltunk mutaciét. ACA a
betegek 46%-anal (30/65) fordult eld. 56/77 imatinib rezisztens betegnél végeztek masodik generacios
TKI kezelést. A nilotinib-rezisztens betegeknél Y253H, T315I és F359V/I; mig a dasatinib-rezisztens
betegeknél L248M, E279K ¢és T3151 mutaciokat észleltiink. Az ACA-pozitiv betegek tilélése rovidebb
volt imatinib és masodik generacios TKI kezelés alatt, mig a TKD mutacidk csak a méasodik generacids
TKI-ndl befolyasoltak a ttlélést. Munkank soran a BCR-ABL TKD mutédciok és ACA jelenlétének
valtozasait, valamint a betegség kimenetelét vizsgaltuk szekvencialis TKI kezelés soran rezisztens
betegekben. A mutacidok gyakorisaga ¢és tipusa a betegség fazisaval és az alkalmazott TKI kezeléssel
mutatott Osszefiiggést. Imatinib rezisztens betegeknél a mutaciok és ACA jelenlétének prognosztikai
szerepe lehet.

V. Az ABL gén 7. exon delécio esetleges szerepének molekularis genetikai, illetve bioinformatikai
jellemzése imatinib rezisztens, kronikus myeloid leukémiaban

Krénikus myeloid leukémidban (CML) az imatinib rezisztenciat eredményezo, legjobban jellemzett
rezisztencia mechanizmusok a BCR-ABL tirozin kindz domén (TKD) mutéacidk és a klonalis evolucio.
A kozelmultban szdmos BCR-ABL mRNS érési (splice) varianst azonositottak, amelyek koziil a harom
leggyakrabban eléforduld a 4. és 7. exon delécidk, illetve egy 35 bp-os inszercid a 8. és a 9. exonok
kozott. A BCR-ABL splice variansok TKI rezisztenciaban betoltott szerepe vitatott. A 7. exon delécio
(Aexon7) eléfordulasi gyakorisagat a BCR-ABL mutécid analizis sordn szekvenaldssal vizsgaltuk 77
imatinib rezisztens CML betegnél. A Aexon7 jelenlétét egy érzékenyebb moddszerrel, nested PCR-t
kovetd fragmens analizissel is megvizsgaltuk kiilon az ABL és BCR-ABL géneken 10 szekunder
imatinib rezisztens CML beteg esetében harom kiilonboz6é idépontban (diagndziskor, remisszidban és
TKI-rezisztenciadban), valamint 5 imatinib kezelésre optimalis valaszt mutat6 CML beteg esetében két
kiilonb6z6 idépontban (diagnoziskor és egy évvel az imatinib terapia kezdete utan). Vizsgaltuk tovabba
a Aexon7 jelenlétét 15 egészséges kontroll esetében az ABL génen. Az imatinib rezisztens betegek 23%-
anal (18/77) mutattunk ki 7. exon deléciot direkt szekvendldssal. Fragmens analizissel a Aexon7
jelenléte 73%-ban (11/15) volt igazolhat6é diagnoziskor és 67%-ban (6/9) imatinib rezisztencia esetén,
azonban az imatinibre adott terapias valasz idépontjabol szarmazé mintdk esetén csak 11%-ban (1/9)
volt kimutathato. 15/15 egészséges kontroll mintdban talaltunk az ABL génen 7. exon deléciot.
Eredményeinkbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a Aexon7 nem eredményez imatinib rezisztencidt és
jelenléte fiiggetlen a CML-tdl.

VI. Publikdcios aktivitds, osszefoglalas

Az eltelt palyazati idészak alatt 5, a palydzat témakoréhez szorosan kapcsolddd kozleményt
jelentettiink meg, amelyek kumulalt IF-a 23,334. Emellett tovabbi egy nemzetkozi kozlemény jelent
meg az OTKA palydzat emlitésével. A teljes palyazati idOszak alatt az altalam vezetett, klinikai
molekularis genetikdval foglalkozé kutatocsoporttdl 6sszesen tovabbi 15 nemzetkdzi kozlemény keriilt
kozlésre, amelyek kumulalt IF-a 43,928.

Osszefoglalva, a palyazati idészak alatt a klinikus partnereinkkel vald egyiittmiikddés szorosabb
kiépitése révén a vizsgalt, nemzetkdzi szinten is dsszehasonlithatd 1étszamui betegcsoportoknal sikertilt
olyan klinikai adatbazisokat dsszegytijteni, amelyek felhasznalasaval ujszer(i genetikai tényezdk szerepe
vizsgélhatd a szakteriileten magasan jegyzett szakfolyoiratokban torténd publikacid esélyével. Emellett
az OVSz Molekuléris Diagnosztikai Laboratéoriumaban sikeriilt egy olyan kis, de elkotelezett kutatd
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kozosség 1étrehozasa, akik jaratosak a klinikai orientaltsagti molekularis genetikai kutatasok fontosabb
technikdiban, megkozelitéseiben ¢és kérdésfelvetéseiben, valamint szintén jelentds tapasztalattal
rendelkeznek a megfeleld statisztikai eszk6zok alkalmazasaban. A fent emlitett eréforrasok a
tovabbiakban is hozzajarulhatnak wjabb szinvonalas kutatasok végzéséhez, és alapjat képezhetik az
eddigiekben is miivelt posztgradualis (Ph.D.) képzésnek.
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Ttobbféle molekularis diagnosztikai modszer alkalmazasaval vizsgaltuk 0j 6rokletes tényezok hatdsat a
korképek kialakulasara €s klinikai sajatossagaira rosszindulatd myeloid megbetegedésekben. Korabbi
kutatdsainkhoz kapcsoloddan elsdként fedeztiik fel a vasanyagesere Orokletes oki tényezdje és a
kronikus myeloproliferativ szindroma (CMPD) kozotti kapcesoltsagot. Szintén CMPD-ben erdsitettiik
meg és terjesztettiik ki masok megfigyeléseit, hogy a JAK2 gén 46/1 haplotipusa fokozott gyakorisagot
mutat CMPD-ben és elséként irtuk le ugyanezt akut myeloid leukémidban. Igy ez a genetikai sajatossag
hajlamosité tényezd lehet mindkét korképben. Részletes klinikai adatgy(ijtéssel kimutattuk, hogy a
lefolyas soran gyakoribb a fertézéses halalozas, és kedvezdtlenebb a betegség-mentes, ill. Gsszesitett
talélés. Kronikus myeloid leukémidban (CML) vizsgaltuk a tirozin kindz inhibitor rezisztencia két
fontos mechanizmusa a kiegészitd kromoszoma eltérések, illetve az ABL gén kindz domén mutaciok
jelentdségét és kapcsolatat. Szintén CML-ben, tobbféle molekularis genetikai technikat, illetve
bioinformatikai elemzést alkalmazva mutattuk ki, hogy az ABL gén 7. exon delécidja nem jatszik
szerepet az imatinib-rezisztencia kialakulasdban. A palyazati alatt a témavezetd, ill. helyettese utolso és
egy megosztott elsé szerzdségével 6 (IF:23,334), és tovabbi 15 tarsszerzds nemzetkdzi kozlemény
sziiletett (IF:43,928).

In the framework of the present project, effects of inherited factors were examined on the formation of
certain disease types and clinical characteristics of patient cohorts with malignant myeloid diseases.
Connected to earlier research, we first described the association between inherited factor of iron
metabolism and chronic myeloproliferative syndrome (CMPD). Testing this CMPD cohort, we
confirmed and extended recent results inasmuch as the frequency of 46/1 haplotype of the JAK2 gene is
increased in CMPD and we first described this in acute myelogenous leukemia (AML). We found that in
the presence of the JAK2 46/1 haplotype the myelo-monocyter morphology subtype of AML is more
frequent, as well as the infection as cause of death, moreover the disease-free and the overall survival is
poorer. In chronic myelogenous leukemia (CML) cohorts, the significance and relationship of two
mechanisms of tyrosine kinase inhibitor resistance, namely the additional chromosome alterations and
mutations of the kinase domain of the ABL gene were studied. Testing the same CML cohorts, we found
that, the exon 7 deletion of the ABL gene does not play a role in the formation of imatinib-resistance.
During the project, 6 international publications (IF:23,334) were published with senior and one shared
first authorship positions of the project leader and his deputy in the immediate topic of the current
project. In addition, 15 further co-author publications were also published (IF:43,928).




